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論 文 内 容 要 旨
〈第1章 〉 序論
β一ア ミラーゼ[1,4一 α一D-Glucallmaltohydrolase,EC3.2.1。2]は 、 α一ア
ミラーゼや グル コア ミラーゼ と同様 に澱粉加水 分解酵素の一種であ り、澱粉 、
グリコーゲン等の α一1,4グ ルコシ ド結合 を加水分解す る。 しか し、その作用
様式は α一ア ミラーゼや グル コア ミラーゼ と異な り、基質の非還元末端側 か ら
マル トース単位 に加水分解 し、生成 したマル トースの還元末端側 グル コースの
アノマー型が β型であるとい う特徴 を持 っている。植物起源及び微生物起源 の
種々の β一ア ミラーゼが報告 され ているが、そのなかでダイ ズ種子起源の β一ア
ミラーゼは熱安定性 に優れている。そのため、本酵素 は結晶マル トースや高純
度マル トー スシラップの製造に欠かせない酵素 であ り、微生物酵素の使用が主
流 とな りつつ ある澱粉糖化産業の中で も、植物 由来の酵素 と して現在 も重要な
役割 を担ってい る。
ところで、酵素化学的な諸性質の検討はダイズ、サツマイモ、オオムギ及び
β∂of1ん3属 由来の β一ア ミラーゼでこれまで行われ てきたが、本研 究開始時 点
においては、産業上重要な酵素 にもかかわ らず、その高次構造 はもとよ り、一
次構造について も全 く不明であ り、その触媒機構に関 しては明 らかになってい
なかった。
そ こで、本研究では産業上頻用 されている耐熱性のあ るダイズ β一ア ミラー
ゼの構造 と機能 を明 らかに し、また将来的 には高機能を付与 した当該酵素を創
出するための基礎的知見を得 るため、.遺 伝子工学的あ るいは蛋 白質工学的手法
を用い、当該酵素のcDNAを クロー ニング し、その塩基配列か ら一次構i造上の特
徴を明 らかに した。次 いで微生物 での効率的な植物 β一ア ミラーゼの発現系の
構築 と発現条件 を確 立 した。更に、従来困難であったダイズ β一ア ミラーゼ の
アフィニテ ィー クロマ トグラフィーによる精製法の開発 に成功 した。 これ らの
技術 を駆使す ることによ り、高度 に精製 した各種改変 β一ア ミラーゼの酵素的
パラメー ター を測定 し、活性発現上不可欠なア ミノ酸残基 と してAsplO1、
Glu186及 びGlu380の3つ を同定 した。
〈第2章 〉 ダイ ズ β一ア ミラー ゼcDNAの ク ロー ニ ン グ と一次 構 造 の特 徴
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ダイ ズ β一ア ミラー ゼ のcDNAを ク ロー ニ ン グ しそ の一 次構 造 を明 らか にす る
こ とは、遺 伝 子 工学 あ るい は タ ンパ ク質 工 学的 手 法 に よ る酵 素 の機 能 の解析 の
最初 のス テ ップ で あ る。
大豆 早生 栽 培 品種 ボ ン ミ ノ リ(01アoゴ〃θ〃既,L.,MerrcvBonminori)の 開
花 後38日 目(登 熟 中期)の 子 葉 か らmRNAを 抽 出 し、大 腸 菌 プ ラ ス ミ ドpBR322
を用 い、 ポ リdG・dC法 に よ りcDNAラ イ ブ ラ リー を作 成 した。 β一ア ミラ「 ゼcDNA
の ク ロー ンは 当該 酵 素 の 部 分 ア ミノ酸配 列 に対応 す る合 成 オ リゴヌ ク レオチ ド
をプ ロー ブ と して用 いた コ ロニー ハ イ ブ リダイ ゼー シ ョン法 に よ り上 記 ライ ブ
ラ リィー か ら選別 した 。 ダイ ズ β一ア ミラーゼcDNAは 、496ア ミノ酸 を コー ドす
る、1,488ヌ ク レオ チ ドか らな るオー プ ン リー デ ィ ング フ レー ム含 ん でい た
(Fig.1)。 本 酵 素 は 、 開始 コ ドン、 メチ オニ ンの次 の ア ラニ ンが酵 素 のN一 末
端 とな る こ とか ら、 リー ダ ー配 列 を持 た ない酵 素 で あ る こ とが明 らか に な っ
た 。 この こ とか ら、本 酵 素 は細胞 質 内 で合 成 され る可能性 が示 唆 され た。 ま
た 、 α一ア ミラー ゼ との相 同性 が 全 く認 め られ な か った ω 。
と ころで、 本酵 素 の塩 基配 列 を決 定 した 時 点 では他 の β一ア ミラー ゼ の一 次
構 造 は報 告 され て い なか った が 、現 在 で は、 オ オム ギ、 サ ツマ イ モ等 の植 物 起
源 、β∂0ゴ〃 〃30ゴーro〃!8刀畠 β∂0ガ1〃3ρ01翅 ～μ=∂,0103ぴ ゴゴ加加
孟加 加03α!勲ro8θ ηθ3等 の微 生物 起 源 の β一ア ミラー ゼ の 一次 構 造 が報 告 され で
い る。 それ らと一 次構 造 上 、特 に相 同性 の 高 い領域 が見 い だ され た の で、 ここ
で はそ れ らを領 域1、H、 皿及 びIVと した(Fig.2)。
〈第3章 〉 ダイズ β一ア ミラーゼの大腸菌での発現法 と効率的精製法の
確 立
部位特異的変異法 によ り改変酵素 を調製 しその性質 を調べ るためには、変異
酵素の効率的な発 現法 とその精製法 を確立す ることが必要 となる。そ こで、取
り扱い易い大腸菌での発現系の構築 とアフニテ ィー クロマ トグラフィーに よる
酵素の精製法確立を試みた。
tacプ ロモー ター を有す る発現ベクターpKK233-2にcDNAのATG以 降のcoding
regionをirframeに 組み込み、IPTG誘 導す るこ とによ りダイズ β一ア ミラーゼ
を大腸菌で発現 させた。菌体内に発現 した β一ア ミラーゼの分析は ウ等スタン
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プ ロッ ト法 と活性測定 にて行 った。大腸菌 を37℃ で培養 し発現 させ た β一ア
ミラーゼは、 ほとん どが菌体内で不溶性 となってい るばか りでな く分解 を受 け
て低分子化 していた。一方、28℃ 培養 では発現 タンパ ク質の半分以上 が可溶
性 とな り、その相対分子質量は大豆種子 由来の β一ア ミラーゼ と一致 した。 し
か し、発現量 は極 めて少なかったため、更 に条件検討 を行 った。その結果、
Table1に 示す よ うに、23℃ で対数増殖中期 まで培養 し、その後13℃ に温
度を下げてか らIPTGを 添加 し一晩培養 した ときの β一ア ミラーゼの総活性お よ
び比活性 は、37℃ に比べそれ ぞれ130,280倍 と著 しい増加 を示 した。
このよ うな13〒18℃ とい う極端な低温条件で効果的に発現 され る理 由 とし
て、少な くとも次の2つ が考え られた。1つ は、低温にす ることによ り大腸菌
内のプ ロテアーゼ活性 は抑 えられ るが、強力なtacプ ロモータによる合成量は
低温でもそれ ほど極端 に落 ちない。従って、 β一ア ミラーゼ の合成量 は相対的
に増 えた よ うに見え る。2つ めは、28℃ 以上の温度条件 では合成 され た β一
ア ミラーゼが正 しい立体構造 を取るのが難 しく、そ のため大腸菌内プ ロテアー
ゼによる分解 を受 け易 くなる。 いずれ にせ よ、本発現法を用い ることに より、
研究 を進 めるのに必要 な量の組換 え体 β一ア ミラーゼの効率的発現法が確立 し
たω 。
大腸 菌での発現 タンパ ク質を効率的 に精製す るた め、 β一ア ミラーゼの拮抗
阻害剤 である α一サイクロデキス トリン(α 一CD>を エポキシ活性化セ フ ァ
ロースに固定化 した α一CD固 定化セ ファ ロースカラムを調製 した。.通常の緩
衝液条件ではダイ ズ β一ア ミラーゼ はアフィニテ ィーカ ラムに吸着 しなか った
ので、吸着条件の検討 を行 っ・た。その結果 、Table2に 示す よ うに硫酸 アンモ
ニ ウムを添加す ることによ り、 ダイズ β一ア ミラーゼが α一CD固 定化セ ファ
ロー スに特異的に吸着す ることが明 らか とな り、アフィニテ ィー クロマ トグラ
フィー を利用 した効率的精製法 を確立できた② 。
〈第4章 〉 大腸菌で発現 した ダイズ β一ア ミラーゼの性質
第3章 で確立 した発現法 と精製法を利用す ることによ り、ダイズ組換 え体
β一ア ミラーゼはSDS一ポ リアク リルア ミ ドゲル電気泳動的 に、種子 の酵素 と同
一の相対分子質量 を示す単一バ ン ドにまで精製できた。酵 素の活性 は、水素化
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ホ ウ素ナ トリウムで還元 した可溶性澱粉 を基質 とし、酵素反応 に より生 じるマ
ル トー スの還元力 をSomogyi-Nelson法 によ り測定 した。
本発現酵素 は等電点電気泳動的 にも単一であったが、種子 よ り精製 した酵素
は、等電点的 に多形性 を示 した(Fig.3)。 本発現酵 素のN末 端 ア ミノ酸配列
分析 の結果、翻訳開始 コ ドン由来のメチオニンは除かれ、アラニンがN末 端ア
ミノ酸 となっていた。種子 由来の酵素 との違いはこのアラニ ンがアセチル化 さ
れているか否 かによる。可溶性澱粉に本酵素を作用 させた ところ、種子 のもの
と同様 に加水分解産物はマル トー スのみ であ り、作用機 作上 もβ一ア ミラーゼ
であることが確認 できた。発現酵素の反応 動力学的パ ラメーターを求 めた とこ
ろ、本酵素は種子の ものに比べ てk,a,が低 下 しKmが 大き くな っていた(Table
3)。 また、アルカ リpH側 での活性が低 く、至適温度 も10℃ 低 くな ってい
た(Fig.4)。 しか しなが ら、部位特異的変異法 によ りβ一ア ミラーゼ の構造 と
機能 について検討 を行 うのに十分な活性 と基質に対す る親和性 を有 していた
(1)
。 この大腸菌で発現 した変異 を施 さない酵素 を本論文ではwild-typeと 呼ぶ
ことにす る。
〈第5章 〉 部位特異的変異法 を用いたダイ ズ β一ア ミラーゼの触媒機構の
解析
他 の β一ア ミラー ゼ との 一 次構 造 の 比較 の上 で、相 同性 の 高い領 域1、H、
m、IV(Fig.2)で 保 存 され 、触 媒機 構 に 関わ って い る と推 定 され る ア ミノ酸
を部 位 特異 的 変 異法 で 置換 し、 そ の変 異酵 素 を上記 の 方法 に従 っ て精 製 し性 質
を調 べ た。 部位 特 異 的 変異 は、 目的 とす る領 域 を含 むcDNA断 片 をM13朗8ま た
はM13朗9に サ ブ ク ロー ニ ン グ し、合 成 オ リゴ ヌ ク レオチ ドを利 用 したgapped
duplex法 に よ り行 った 。
β一ア ミラー ゼ はSH残 基 の化 学修 飾 剤 に よっ て失活 す る。 そ こで β一ア ミ
ラーゼ 間 で保存 され て い る シ ステイ ン残 基 をセ リン残基 に置 換 した。 しか し、
Cys95、Cys208、Cys343の セ リンへ の置換 では 酵 素活性 は完 全 に は失 われ な
か った こ とか ら(Table3)、 シ ステ イ ン残 基 は触媒 反応 に直 接 関 わ って い な
い こ とが示 され た。 また 、Cys95の セ リンへ の置 換 で酵 素 の熱 安 定性 が大 幅 に
低 下す る こ とが 明 らかに な っ た(3)。
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α一ア ミラーゼ及び リゾチームにおいては、アスパラギン酸 とグル タ ミン酸
が触媒残基である と報告 され てい る。そこで、糖質加水 分解酵素ではカルボキ
シル基が触媒残基 として保存 され てい ると推 定 し、相同性 の高い領域に保存 さ
れているアスパ ラギ ン酸及び グル タ ミン酸 を改変 した。 その結果、Asp101、
Glu186及 びGlu380の いずれの残基 も、中性 あるいは他 の酸性ア ミノ酸への置換
で酵素活性 が完全 に失 われ た(Table3)。 これ らの変異酵 素は、活性は完全
に失われているにもかかわ らず、CDス ペ ク トル はwild-type酵 素 と比べ有意
な変化が認 め られず、また拮抗阻害剤である α一サイクロデ キス トリン との結
合能にも有意差が認 め られ ない ことか ら、立体構造上の大 きな変化はない もの
と考え られ た。 これ らの事実は、この3つ のア ミノ酸残 基が β一ア ミラーゼの
活性発現に必須 であるごとを示 してい る(3・4)。 また、Glu345の 置換 で も
k,,,は1/10以 下に低下 した ことか ら、活性発現上重要 なア ミノ酸残基 の1つ と
見な され る(3)。
His93は イ ミダゾール基のpK。値 よ り触媒残基 の候補 と考え られたが、His93
のアルギニンへの改変酵素 は、酵素活性 は完全には消失せず 、k,。,が1/4に低下
す ることか ら、直接的 な触媒残基ではないが酵素反応機構 上何 らかの役割 を
担 っている残基 と考 え られ た。 また、Leu383の イ ソロイ シンあるいは グル タ
ミンへ の改変酵 素は、 α一CD固 定化セファロースカラムへの吸着能 を失 なっ
てお り、k,。,の低下 とK。の増加 が認 められた。 また 、これ らの改変酵素は、
wild-typeと 異な り高分子基質に対す るk。,、が増加 しない こ とか ら、Leu383が 基
質 との結合に関与 してい ることが推 定された 〔の 。
〈第6章 〉 組換 え体 β一ア ミラーゼ を用いたマル トース高含有 シラップの
調製
マル トー ス含量が80%以 上のマル トー ス高含有 シラップの製造にはダイ ズ
β一ア ミラーゼが欠かせ ない。 そ こで澱粉 を耐熱性 の α一ア ミラーゼで軽 く
加水分解 し、デキス トロー ス当量3.5、 濃度20%(w/w)の 澱粉液化液 を調製 し、
大腸菌で発現 させた β一ア ミラーゼを作用 させた。その結果、50℃ 及び55℃ で
の糖化反応 において、ダイ ズ種子 由来の酵素 を用いた場合 と同様、酵素反応液
のマル トー ス含量は80-90%と な り、組換 え体酵素の生産性の問題はある
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が、大腸菌で発現 させた β一ア ミラーゼで も種子由来の β一ア ミラーゼ を用い て
製造 したもの と同等 の品質 のマル トース高含有シラ ップの製造が可能であるこ
とが示 された。
〈第7章 〉 総合討 論
本研 究では、ダイズ β一ア ミラーゼをクローニング し大腸菌での効率的発現
系を確立 した。 また、発 現 した β一ア ミラーゼは、 α一CD固 定化セ ファロース
アフィニテ ィークロマ トグ ラフィー法 の開発 によ り効率 よく高度に精製す るこ
とができるよ うにな り、各種 の発現酵素の精製 も比較的簡単に行 えるよ うに
なった。更に、今 日までにその一次構造が報告 され てい る由来の異なる β一ア
ミラーゼで、構造的に保存 されている4つ の領域 内のカル ボキシル基 を含 むア
ミノ酸残基 を中心に部位特 異的変異 を行 ない、Asp101、Glu186及 びGlu380の3
つのア ミノ酸残基が β一ア ミラーゼの活性発現 に必須 であることを明 らかに し
た。
最近、Mikamiら に(a)よ りβ一ア ミラーゼ とβ一マル トースあるいはマル ター
ルが結合 した状態でのX線 結晶構造解析結果が報告 され た(Fig.5)。 それに
よると、 β一ア ミラーゼの クレフ ト部位 にはマル トー スが2分 子挿入 され る。
これ を、従来反応動力学的解析で言われ ていた、非還元末端側 か らのサブサイ
ト1、 サブサイ ト2、 サブサイ ト3及 びサブサイ ト4と 名付けていた領域 に対
応 す るとすれ ば、サブサイ ト2に 位置す るグル コース残基 と水素結合 を形成 し
てい るGlu380と 、サブサイ ト3に 位置す るグル コース残基 と水素結合 を形成 し
てい るGlu186が 触媒残基であ ると推定 され る。 この推定 は本研究で得た部位 特
異的変異に よる β一ア ミラーゼの活性 の消失 の事実 と一致 した。 ところで、本
研究ではMikamiら が指摘 しているGlu186とGlu380以 外 に、Asp101の 改変で本酵
素が完全 に活性 を失 うことが示 された。Asp101は 、Mikamiら の報告ではマル
トースを固定す るルー プ上 に存在 し、サブサイ ト1と2を 占有す るマル トース
の非還元末端 グル コー ス残基 と水素結合 を形成 してい るとい う。His93も 同様
にサブサイ ト1の グル コー ス残基 と水素結合 しているが、His93の アルギニ ン
への置換 では酵素活性 は失 なわれ なかった。・以上 より、Asp101と グルコース残
基の水素結合が、Glu186とGlu380の 相互作用 による非還元末端か ら2番 目と3
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番 目の グル コー ス間の グル コシ ド結合の切断に重要であると考え られ る。 α一
ア ミラーゼの活性部位 は、 β一ア ミラーゼ で明 らかに され たよ うな構造 とは異
なるクレフ ト構造 を有 し ㈲ 、2つ のアスパラギン酸残基 と1っ のグルタ ミン
酸残基、即 ち3つ のカルボキシル基が直接触媒反応 に関与 していると報告 され
てお り ㈲ 、触媒残基以外で部位特異的変異法 で酵素活性が失 われ るア ミノ酸
残基は報告 され てい ない。 β一ア ミラーゼ においても3つ のカルボキシル基が
活性発現 に必須 であるが、Asp101はX線 結晶解析 によるクレフ トの位置か らみ
ると直接的な触媒残基であ る可能性 は低 く、 α一ア ミラーゼの場合 とは異なっ
てい ると考 え られ る。Asp10ユ は、 β一ア ミラーゼが非還元末端 か ら澱粉 をマル
トース単位 で分解す る際に、その非還元末端 グル コー ス残基 を認識 し、それ と
水素結合 を形成す ることに より、Glu186とGエu380と で触媒反応が引き起 こされ
るよ うに適切な位置に基質 を固定す る役割 を担 っているもの と考 えられ る。即
ち、Asp101と 基質 との結合 が本酵素の加水分解 の初発の反応 となるもの と考 え
られ た。
また、Glu345の 置換 でk。。。が1/10に 低下す るのは、Glu345がAla382とLeu383
と水素結合を作 りその上流 にあ る触媒残基Glu380の 位 置的変化 を少な くす るよ
う支えているため と推定 され る。
α一サイクロデキス トリン(α 一CD)と β一ア ミラーゼ複合体のX線 構造解
析は、 α一CDがLeu383の 側 鎖の2つ のメチル基 と包接化合物 をつ くるよ うな
形で結合 していることを示 してい る(a.d》(Fig.6)。 そ して、基質結合時にサ
ブサイ ト4の 位置 とな るグル コース残基 と、 α一CDの グル コース残基の結合
位置が立体構造上重複す るた め、 α一CDは 拮抗阻害剤 となるもの と推定 され
てい る。 一方、澱粉 は、X線 構造解析結果 によると、左巻きでグル コー ス6残
基 を1巻 き とす るヘ リックス構造 とると推定 され てい る。 このこ とか ら、基質
澱粉 の らせん構 造 とβ一ア ミラーゼのLeu383残 基 との間には、 α一サイ クロデキ
ス トリン との場 合のよ うな疎水的相互作用が存在 し、それが反応動力学的解析
による高分子基質に対す る親和性の増加 として現れてい るのではないか と推 定
され る。
また、システイン残基は触媒反応には直接関わっていないのは明かで ある
が、Cys95に っいてはそのセ リンへの置換 で酵素の熱安定性 が大幅に低下す る。
X線 結晶解析のデー タでは、Cys95はAsp101を 含 むループ構造 の根元に存在す
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る。 この ことか ら、 このシステインは、S-S結 合 を作 り酵素 を安定化 させて
いるわ けではないが、 β一ア ミラーゼの熱安定上重要な役割 を担 っているもの
と考えられ る。
〈結論 〉
1.ダ イ ズ β一ア ミラー ゼcDNAは 、496ア ミノ酸 を コー ドす る1,488ヌ ク レオ チ ド
か らな るオ ー プ ン リー デ ィ ング フ レー ム含 んで い た。
2.本 酵 素 は リー ダー配 列 を持 た ない こ とか ら、細 胞 質 内で 合成 され る可能 性
が示唆 され た。
3,ダ イ ズ β一ア ミラー ゼ の低 温培 養 法 に よる大腸 菌 での効 率 的発 現 法 を確 立 し
た 。
4.α 一サイ ク ロデ キ ス トリン固定化 セ フ ァロー ス を担体 と した ア フ ィニ テ ィー
ク ロマ トグラ フ ィー法 に よ るダイ ズ β一ア ミラー ゼ の精製 法 を開発 した。
5。 大 腸 菌 で発 現 した β一ア ミラー ゼ は 、k、a、 Km、 、最 適 温度 等 の諸 性 質 が ダイ
ズ種子 由来 の酵 素 と少 し異 な ってい た。
6.ダ イ ズ β一ア ミラー ゼ の システ イ ン残 基 は 、触 媒反 応 に は直接 関 与 してい な
い こ とを明 らか に した。
7,Cys95は 、 ダイ ズ β一ア ミラー ゼ の熱 安 定性 に 関係 して い る こ とが 示 され た 。
8.ダ イ ズ β一ア ミラー ゼ の 活性 発 現 に 、Asp101、Glu186とGlu380が 必須 で あ
る こ とを明 らか に した。
9.Asp101は 、 直接 の触 媒 作用 に関与 す るGlu186とGlu380で 反 応 が 引 き起 こ さ
れ る よ うに適 切 な位 置 に基 質 を 固定 す る役割 を担 って い る もの と推 定 した。
10.Leu383は 基 質 との 結 合 に重 要 な役 割 を担 って い る こ とが示唆 され た。
11.組 換 え体 β一ア ミラー ゼ で も種 子 の酵 素 と同様 にマル トー ス 高含 有 シ ラ ップ
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論 文 審 査 の 要 旨
ダイズ種子起源のβ一アミラーゼは熱安定性に優れ,澱 粉糖化産業においてマル トース生産に
利用されているが,そ のタンパク質構造と触媒機構は明らかでなかった。 これ らを解明するた
め,本 研究では,先 ず,登 熟中期のダイズ子葉からmRNAを 抽出してcDNAラ イブラリーを作成
し,本 酵素の部分ア ミノ酸配列に対応する合成オ リゴヌクレオチ ドをプローブとして,cDNAク
ローンを選別 した。塩基配列決定の結果,496ア ミノ酸残基をコードするオープンリーデ ィング
フレームの存在が認められた。本酵素のN末 端のアラニンが開始メチオニンの次に位置すること
から本タンパ ク質はリーダー配列をもたず,細 胞質内で合成,蓄 積される可能性が示唆された。
微生物起源,ダ イズ以外の植物起源のい くつかのβ一ア ミラーゼのアミノ酸配列と比較すること
により,相 同性の高い4領 域が明らかになった。次に,ク ローニングしたcDNA配 列をtacプ ロ
モーターを有する発現ベクターに組込み,大 腸菌に導入 したのち,IPTG誘 導によりタンパ ク質
として発現させる条件を検討した。その結果,23℃ で対数増殖中期まで培養し,そ の後13℃ に温
度を下げてからIPTGを 添加 し,一 晩培養すると37℃の培養に比べ,総 活性で130倍,比 活性で
・280倍の β一アミラーゼが生産されることを見いだした。 また,菌 体破壊液か ら本酵素を精製す
る際に,1M硫 酸アンモニウム存在下でα一シクロデキス トリン固定化セファロースカラムに吸
着させることにより,著 しく精製効率が高まることを示 した。
ダイズ種子より精製したβ一ア ミラーゼが等電点電気泳動で多形性を示すのに対 し,大 腸菌で
発現 させ,精 製 したダイズβ一ア ミラーゼは単一バソ ドを示した。また,大 腸菌で発現 させた酵
素は種子のものと較べ,k,。が低下し,k。 が大きいこと,ア ルカリ側pHで の活性が低 く,至 適温
度が約10℃ 低いなど,種 子のものとは異なった性質をもつが,種 々の解析に十分な活性をもつこ
とが分かった。そこで,上 述の相同性の高い領域に含まれ,X線 結晶解析の結果などから触媒機
構と関係が深いと予想されるいくつかのアミノ酸残基をcDNA配 列 レベルでの部位特異的変異導
入により他のアミノ酸に置換 し,そ れらの活性への影響を解析した。その結果,Cys95は 熱安定
性に寄与 していること,Glu186とGlu380は 直接触媒作用に関与 し,Asp101は 基質を適切な位置
・に固定する役割をもつと考えられること,Leu383は 基質 との結合に重要な役割を演 じることが
明らかにされた。
さらに,大 腸菌で生産 した本酵素を種子由来の酵素と同ユニッ ト用いると,同 一反応条件下
で,液 化澱粉から等:量かつ同等の品質のマル トース高含有シラップが製造できることを示した。
以上のように,本 研究によりダイズ種子のβ一アミラーゼのタンパク質一次構造と活性に関与
するアミノ酸残基が明らかにされ,応 用面でもcDNAク ローンを大腸菌で発現 させ ることに ょ
り,種 子由来の酵素と同等のマル トース生産が可能な精製酵素が得られることが示された。 よっ
て,審 査員一同,著 者は博士(農 学)の 学位を授与されるに充分の資格を有すると判定 した。
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